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AdoMet, S-adenosylmethionine; deAdoMet, decarboxylated S-adenosylmethionine; MTA, 5’-methyladenosine;
AdoMetDC, S-adenosylmethionine decarboxylase; ODC, ornithine decarboxylase; SpdSyn, spermidine synthase; 

















































Ser-Ser -Met-の配列中の Glu67と Ser68（下線で示した）の間で起こる。
この解裂によりプロエンザイムから成熟な酵素にとって必要不可欠な









告している(Fig. 2)[28, 29]。 





















のが一般的である。アフィニティータグの 1 つである His-tag は、組
換えタンパク質の精製において最も利用されているタグであり、6 分
子またはそれ以上の連続したヒスチジンを目的とする組換えタンパク










































































ゼ消化することによって得られた 6 個のペプチド(K6, 7, 9, 11, 12, 
15)の完全なアミノ酸配列及び 7個のペプチド(K2, 3, 4, 5, 8, 13, 14)
の部分的なアミノ酸配列をヒト及びマウス由来酵素の配列と比較した。 
 
Fig. 3 cDNA-derived amino acid sequences of human and mouse spermidine 
synthase with a partial sequence of rat enzyme determined by the Edman 
method after lysylendopeptidase digestion 
Specific cleavage sites based on the mouse sequence are shown with 
lysylendopeptidase (K1-K16), NTCB (C1-C10), and argynylendopeptidase 
(R1-R13). The marks also represent the resulting peptides. 
MEPGPDGPAA PGPAAIREGW FRETCSLWPG QALSLQVEQL LHHRRSRYQD ILVFRSKTYG NVLVLDGVIQ CTERDEFSYQ 
EMIANLPLCS HPNPRKVLII GGGDGGVLRE VVKHPSVESV VQCEIDEDVI QVSKKFLPGM AIGYSSSKLT LHVGDGFEFM
KQNQDAFDVI ITDSSDPMGP AESLFKESYY QLMKTALKED GVLCCQQECQ WLHLDLIKEM RQFCQSLFPV VAYAYCTIPT
YPSGQIGFML CSKNPSTNFQ EPVQPLTQQQ VAQMQLKYYN SDVHRAAFVL PEFARKALND VS
MEPGPDGPAA SGPAAIREGW FRETCSLWPG QALSLQVEQL LHHRRSRYQD ILVFRSKTYG NVLVLDGVIQ CTERDEFSYQ 
SRYQD ILVFR  TYG NVLVLDGVIQ CTERDEFSYQ 
EMIANLPLCS HPNPRKVLII GGGDGGVLRE VVKHPSVESV VQCEIDEDVI EVSKKFLPGM AVGFSSSKLT LHVGDGFEFM
EMI              VLII GGGDGGVLR     HPSVESV VQCEIDEDVI      FLPGM AVGYSSSKLT LHVGDGFEFM
KQNQDAFDVI ITDSSDPMGP AESLFKESYY QLMKTALKED GILCCQQECQ WLHLDLIKEM RHFCKSLFPV VDYAYCSIPT
KQNQDAFDVI ITDSSDP          ESYY QLMK    ED GILCCQQECQ WLHLDLIKEM RHFCKSLFPV VSYAYCTIPT
YPSGQIGFML CSKNPSTNFR EPVQQLTQAQ VEQMQLKYYN SDMHRAAFVL PEFTRKALND IS
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由来酵素のアミノ酸配列が異なる配列については、Val142, Ile202, His222, 
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Fig. 5 MALDI-TOF MS spectrum of the K14 peptide purified by HPLC after 
lysylendopeptidase digestion of rat spermidine synthase 
See the partial amino acid sequence determined by the Edman method in 
Fig. 3, and the calculated mass based on the mouse sequence in Table 1. 
 




性を有することが分かった。しかし、N 末端部分を含む K1、C 末端部
分を含む K16及び MALDI-TOF MSで分析するには不十分なテトラペプチ
ドの K10 については検出することができず、他の選択的切断法を利用
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2-nitro-5-thiocyanobenzoic acid (NTCB) 及 び 還 元 剤 で あ る
tris(2-carboxyethyl)phosphine (TCEP)を用いてシステイン残基の N
Table 1   MALDI-TOF MS data for reversed phase HPLC-fractionated peptides




K1 1-45 5054.8 ndb)
K2 46-57 1512.7 1513.0 -0.3 
K3 58-96 4569.2 4567.9 1.3 
K4 97-113 1682.0 1682.5 -0.5 
K5 115-134 2400.6 2399.6 1.0 
K6 135-148 1344.6 1345.3 -0.7 
K7 149-161 1494.8 1494.6 0.2 
K8 162-186 2727.0 2725.5 1.5 
K9 187-194 1062.2 1063.5 -1.3 
K10 195-198 432.5 nd
K11 199-218 2491.9 2491.1 0.8 
K12 219-225 1009.2 1010.6 -1.4 
K13 226-253 3190.8 3189.1 1.7 
K14 254-277 2816.2 2816.2 0 
K15 278-296 2346.7 2346.8 -0.1 
K16 297-302 632.7 nd
a) The calculated values are based on the mouse sequence, except for 
K6 or K13 in which Tyr144 or Ser232 and Thr237 are adopted, respectively.
b) No peptide detected by HPLC.




ついで NTCB によりシステインの SH 基をシアン化した後、












伴うことがわかった(Fig. 7)。この 103 Da増加したピーク（図中*印）







用いて pH 9.0にすることにより切断した。 
 
Fig. 7 MALDI-TOF MS spectrum of NTCB-cleaved peptides of spermidine 






ドを吸着し 0.1% TFA を含む 80% アセトニトリルで溶出したものにつ
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Fig. 8 MALDI-TOF MS spectrum and peak assignment of NTCB-cleaved 
peptides of spermidine synthase (pH 9.0 adjusted with NaOH) 




3. アルギニン残基での切断により得られるペプチドの MALDI-TOF MS
分析 
 気相シークエンサーによるアミノ酸配列分析、リジルエンドペプチ
ダーゼ処理、NTCB処理後の MALDI-TOF MS分析によりラット SpdSynの
アミノ酸配列はほぼ明らかになった。しかし、エドマン法でアミノ酸
Table 2   MALDI-TOF MS data for Sep-Pak C18 retained peptides obtained  by 




C1 1-24 2552.9b) 2552.4 0.5 
C2 25-70 5364.3 5365.0 -0.7 
C3 71-88 2185.5 2185.2 0.3 
C4 89-122 3590.2 3588.8 1.4 
C3+C4 (β)c) 71-122 5697.6 5698.4 -0.8 
C5 123-203 9026.3 9030.9 -4.6 
C6 205-208 461.5 nde)
C7 209-223 1995.4 1995.5 -0.1 
C6+C7 (β)c) 205-223 2378.8 2378.4 0.4 
C6+C7 (u)d) 205-223 2437.9 2437.2 0.7 
C8 224-235 1402.7 1402.5 0.2 
C7+C8 (β) 209-235 3320.0 3320.9 -0.9 
C9 236-250 1654.0 1654.4 -0.4 
C8+C9 (β) 224-250 2978.6 2980.4 -1.8 
C10 251-302 6101.0 6101.2 -0.2 
C9+C10 (β) 236-302 7676.8 7671.8 -5.0 
a) The calculated values are based on the modified mouse sequence (Tyr144, Ser232
and The237) except for C1. b) Calculated as the N-terminal acetylated human 
sequence (Pro11). c) β-Elimination peptide. d) Cyanylated and uncleaved 
peptide. e) Not detected.






い、MALDI-TOF MS による測定を行った（Fig. 9）。図中 R1～R13 は、






Fig. 9  MALDI-TOF MS spectrum of peptides obtained after the digestion 
of rat spermidine synthase with argynylendopeptidase  
The digest was applied directly to the MS. Peptide marks on peaks were 
assigned after verification of the observed m/z values from the calculated 
values listed in Table 3. 
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Table 3   MALDI-TOF MS data for peptides obtained by argynylendopeptidase-




R1 1-17 1646.9b) 1646.2 0.7 
R2 18-22 694.8 695.3 -0.5 
R1+R2 1-22 2322.6b) 2321.9 0.7 
R3 23-44 2605.0 2604.9 0.1 
R3+Arg45 23-45 2761.1 2759.9 1.2 
R4 46-47 262.3 nd
R5 48-55 1054.2 1055.0 -0.8 
R4+R5 46-55 1297.5 1297.7 -0.2 
R6 56-74 2154.5 nd
R7 75-95 2520.8 nd
R8 96-109 1354.6 1354.4 0.2 
R9 110-221 12839.6 nd
R10 222-260 4581.3 nd
R11 261-285 3066.4 3063.1 3.3 
R12 286-295 1151.4 1151.5 -0.1 
R12+Lys296 286-296 1279.5 1279.5 0 
R13 296-302 760.9 760.9 0 
a) The calculated values are based on the modified mouse sequence (Pro11, 
Tyr144, Ser232 and Thr237). b) Calculated as the N-terminal acetylated peptides 
c) Not detected.






内径 1 mmのセミミクロカラムを採用し、50 µl/minのグラジエント溶
出を行い、数 pmol のペプチドの分離、検出を可能とする HPLC 系を設
定して C1 及び R1 の精製を行った。ピークの検索は、溶出液 100 µL
ずつを分画して集め、各分画の 1 µL を MALDI-TOF MS で質量測定する
ことにより行った。 
 
Fig. 10 Schematic diagrams of HPLC for separation and detection of 




















(containing R1 or C1)















- 22 - 
 




















AcMEPGPDGPAA PGPAAIREGW FRETCSLWPG QALSLQVEQL   40
LHHRRSRYQD ILVFRSKTYG NVLVLDGVIQ CTERDEFSYQ   80
EMIANLPLCS HPNPRKVLII GGGDGGVLRE VVKHPSVESV  120
VQCEIDEDVI EVSKKFLPGM AVGYSSSKLT LHVGDGFEFM  180
KQNQDAFDVI ITDSSDPMGP AESLFKESYY QLMKTALKED  200
GILCCQQECQ WLHLDLIKEM RHFCKSLFPV VSYAYCTIPT  240
YPSGQIGFML CSKNPSTNFR EPVQQLTQAQ VEQMQLKYYN  280
SDMHRAAFVL PEFTRKALND IS
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第二章 ラット S-アデノシルメチオニン脱炭酸酵素の一次構造の 
決定 
 
 ラット[23, 40]、ハムスター[41]及びウシ由来 AdoMetDC の cDNA 配





















ラット前立腺から精製した AdoMetDC について MALDI-TOF MS 分析を











Fig. 13 MALDI-TOF MS spectrum of purified AdoMetDC from rat prostate 
[α+H]+calc indicates the calculated mass of the α-subunit based on rat 
AdoMetDC with Ser-68 converted into a pyruvate residue. [β+H]+calc 
indicates the calculated mass of the β-subunit based on the rat AdoMetDC 
sequence. 
 
[β+H]+calc : 7636.5 
7678.9 (∆=42.4) 
[α+H]+calc : 30503.9 
30498.8 (∆=5.1) 









Fig. 14 Amino acid sequence of AdoMetDC based on the rat cDNA sequence 
and MALDI-TOF MS data from purified rat prostate AdoMetDC 
Asterisk indicates the site of pyruvate residue formation in the 
self-cleavage reaction. LysEP, lysylendopeptidase digestion; ArgEP, 
argynylendopeptidase digestion; V8, V8 protease digestion; NTCB, chemical 
method using NTCB. 





子量が 42 Da多いペプチドが検出され、βサブユニットの N末端部分が
アセチル化されている可能性が強く示唆された。 
 










Fig. 15 Formation of pyruvate 
The mechanism by which cleavage occurs via non-hydrolytic serinolysis.   
Essay in Biochemistry, Vol. 46, 25-45, 2009
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を 有 す る 阻 害 剤 5’-{[(Z)-4-amino-2-butenyl]amino}-5’- 
deoxyadenosine (MDL74038) によって不活化したラット由来 AdoMetDC
をについて、気相シークエンサーにより分析を行った。その結果、ピ
ルビン酸基がアラニンに変換された場合のラット AdoMetDC のアミノ
酸配列と一致する配列 ASMFVSKRRFILKTXGTTLLLKALV が検出された。 
 
 



































































がアセチル化されている m/z 1438.6と一致する m/z 1438.6のペプチ
ド）を逆相 HPLCにより分離し、AAREにより処理した。その結果、ペ
プチド K1からアセチルメチオニンの遊離が確認された（Fig. 17） 
 
 
Fig. 17 Liberation of acetylmethionine from the peptide K1 by reaction with 
AARE  
The lysylendopeptidase digestion product of purified rat prostate 
AdoMetDC, peptide K1, was incubated with AARE as described in Materials 
and Methods. The incubation mixture was analyzed by MALDI-TOF MS.  
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端側のイオン(y 系列イオン)の 2 種のイオンの生成が起こる。この分
析法は初期に導入された MALDI-TOF MSでは分析が不可能であったため、


























Fig. 19 Nomenclature for fragment ions of peptides 
 
Fig. 20 MALDI-PSD spectrum of the peptide containing the β−subunit 




Biemann K, Biomed. Environ. Mass. Spectrom. 
16, 99-111 (1988)




ラット AdoMetDCはαサブユニット内に 6個のシステイン残基（Cys82, 







Asp46-Lys56(Cys49 がカルボキシメチル化された分子量, m/z 1250.6)、
Thr81-Lys89 (Cys82 がカルボキシメチル化された分子量, m/z 1007.5)、
Asp202-Lys234 (Cys226がカルボキシメチル化された分子量. m/z 3617.1)、
Cys292-Lys301 (Cys292がカルボキシメチル化された分子量, m/z 1176.6)
及び Arg307-Lys327 (Cys310 がカルボキシメチル化された分子量, m/z 
2563.9)が DTTの有無にかかわらず検出された。また、トリプシン消化
によって得られたペプチドのうち、Asp46-Lys56 (Cys49 がカルボキシメ
チル化された分子量, m/z 1250.6)、Asn129-Arg151 (Cys148がカルボキシ
メチル化された分子量, m/z 2694.0)、Met152-Arg168 (Cys156がカルボキ
シメチル化された分子量, m/z 2163.9)、Asp211-Lys234 (Cys226がカルボ
キシメチル化された分子量, m/z 2603.0)及び Leu308-Lys327 (Cys310がカ




その後、4 カ月以上氷上で保存したラット前立腺由来 AdoMetDC の
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Cys148と Cys156の間にジスルフィド結合が形成されていることを確認し














MALDI-PSD 分析により、β-サブユニットの N 末端がアセチル化されて
いることを示した(Fig. 21)。 
 Fig. 21 Primary structure of rat prostate AdoMetDC 
10 20 30 40 50
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210 220 230 240 250
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310 320
Ac MEAAHFFEGT EKLLEVWFSR QQSDASQGSG DLRTIPRSEW DVLLKDVQCS
KDVTRESGIR DLIPGSVIDA TLFNPCGYSM NGMKSDGTYW TIHITPEPEF
KIDGFKRLDC QSAMFNDYNF VFTSFAKKQQ QQS
IISVTKTDKQ EAYVLSE
YSGFDSIQSF FYSRKNFMKP SHQGYPHRNF QEEIEFLNAI FPNGAAYCMG 
RMNSDCWYLY TLDLPESRVI NQPDQTLEIL MSELDPAVMD QFYMKDGVTA 
SYVSFETNLS QTSYDDLIRK VVEVFKPGKF VTTLFVNQSS KCRTVLSSPQ 
330
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β-subunit
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について MALDI-TOF MS分析を行った(Fig. 22)。トリプシン消化前で
は、AdoMetDCのαサブユニット及びβサブユニットと思われるピークが
プトレシンの存在下及び非存在下において検出された。消化 5分以内
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Fig. 22 MALDI-TOF MS spectra of AdoMetDC digested with trypsin for (a) 
0 min, (b) 10 min, (c) 45 min, and (d) 180 min in the presence of putrescine 
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Fig. 23 Effect of putrescine on the inactivation of rat AdoMetDC by IAA  




























60 min incubation +IAA










素試料について MALDI-TOF MS分析を行った(Fig. 24)。 
Fig. 24 MALDI-TOF MS spectra of AdoMetDC treated with IAA in the 
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カルボキシメチル化されると分子量が 58 Da 増加することから、プト
レシン存在下ではαサブユニット 1モル当たり 1.9 モルの IAAが反応
し、βサブユニットでは反応しないが、プトレシン非存在下ではαサブ
ユニット 1モル当たり 5.0モル、βサブユニット 1モル当たり 0.9モル
の IAAが反応していることがわかった。 
 ラット AdoMetDCにはαサブユニットに 6 個（Cys82, Cys148, Cys156, 






























Table 4   MALDI-TOF MS data for peptides obtained by
lysylendopeptidase-digestion of IAA-treated rat AdoMetDC
in the presence  or  absence of putrescine
Cysteinylresidue Fragment containing Cys
Put- Put+
[M+H]+calc [M+H]+obs [M+H]+obs
Cys49 D46-K56 1234.6a) - 1234.9b)
D46-K56+CM 1250.6 1250.3 -
D46-K56+CM 1292.5a) 1292.2b) -
Cys82 T81-K89 991.5a) - 991.5b)
T81-K89+CM 1049.8a) 1049.2b) -
Cys148 P120-K195 8936.1 - 8937.1
P120-K195+2CM 9052.1 9052.9 -
Cys156 P120-K195 8936.1 - 8937.1
P120-K195+2CM 9052.1 9052.9 -
Cys226 D202-K234 3559.1 - 3561.0
D202-K234+CM 3617.1 3617.1 -
Cys292 C292-K301 1118.6 - -
C292-K301+CM 1176.6 1176.8 1176.3
Cys310 R307-K327 2505.8 - -
R307-K327+CM 2563.9 2564.2 2564.3
a) The calculated as the C-terminal homoargnyrated rat sequence.
b) After treatment with O-methylisourea.












Fig. 25 Effect of putrescine concentration on AdoMetDC activity and total  
incorporation of IAA  
The symbols indicate AdoMetDC activity (●), incorporation of IAA into the 
α-subunit (■), and incorporation of IAA into the β-subunit (□). Data are 
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IAAの標識量は、プトレシン濃度が 0-3 µM の時にはαサブユニット
















































IAA: iodo acetic acid






プトレシンは IAAによる不可逆阻害から AdoMetDCを保護した(Fig. 
23) 。また、プトレシン存在下における IAA標識（α β二量体 1モルあ
たりの IAA標識数: 1.9 モル）がプトレシン非存在下（α β二量体 1モ





























ングにより 68番目のセリンがピルビン酸に変化している Ser68-Arg293 





















































AARE; アセチルアミノ酸遊離酵素,  
N-acetylamino acid releasing enzyme 
AdoMet; S-アデノシルメチオニン, S-adenosylmethionine 
AdoMetDC; S-アデノシルメチオニン脱炭酸酵素,  
S-adenosylmethionine decarboxylase 
CHCA; α-cyano-4-hydroxycinnamic acid 
deAdoMet; 脱炭酸化 S-アデノシルメチオニン, 
          decarboxylated S-adenosylmethionine 
DHB; 2,5-dihydroxybenzoic acid 
DTT; ジチオスレイトール, dithiothreitol 
HPLC; 高速液体クロマトグラフィー,  
high performance liquid chromatography 
IAA; ヨード酢酸, monoiodoacetic acid 
MALDI-TOF MS; マトリックス支援レーザー脱離イオン化飛行時間型 
質量分析, matrix-assisted laser desorption/ 
ionization time of flight mass spectrometry 
MDL74038;5’-{[(Z)-4-amino-2-butenyl]amino}-5’-deoxyadenosine 
MGBG; methylglyoxal bis(guanyl)hydrazone 
NTCB; 2-nitro-5-thiocyanobenzoic acid 
ODC; オルニチン脱炭酸酵素, ornithine decarboxylase 
PAO; ポリアミン酸化酵素, polyamine oxidase 
PSD; post-source decay 
SDS; sodium dodecyl sulfate 
SMO; スペルミン酸化酵素, spermine oxidase 
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SpdSyn; スペルミジン合成酵素, spermidine synthase 
SpmSyn; スペルミン合成酵素, spermine synthase 
SSAT; スペルミジン／スペルミン N1-アセチル基転移酵素,  
spermidine/spermine N1-acetyltransferase 
TCEP; tris(2-carboxyethyl)phosphine hydrochloride 
TFA; trifluoroacetic acid 
Tris; tris(hydroxymethyl)aminomethane  
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酵素精製及び活性測定に用いた MGBG 及び AdoMet は Sigma-Aldrich
社より、 [carboxy-14C]AdoMet（57 mCi/mmol）は GE Healthcare 社よ
り 、 プ ト レ シン 二塩 酸 塩 は 東 京化 成工 業 よ り 購 入し た。
[S,R-methyl-14C]deAdoMetは、当研究室で合成したものを用いた。 




protease）は TaKaRa社より、V8プロテアーゼ（Staphylococcus aureus 
protease）は ICN社より、sequencing grade porcine trypsinは Promega
社より購入した。システインでの化学的切断に用いた TCEP 及び NTCB
は Sigma-Aldrich 社から購入した。 AARE は TaKaRa 社より、
O-methylisourea hemisulfate は和光純薬より購入した。MDL74038 は
既存の方法に従い当研究室で合成したものを用いた。 
MALDI-TOF MS分析に用いた substance P、angiotensin I、bovine 
pancreatic insulin（insulin B）、apomyoglobin、cytochrome C、 
2,5-dihydroxybenzoic acid（DHB）及びα-cyano-4-hydroxycinnamic 
acid（CHCA）は Sigma-Aldrich社より、2-hydroxy-5-methoxybenzoic 
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SpdSynの精製 [62] 
7週令の雄性 SDラット 50匹から摘出した前立腺 (約 20 g)を、0.3 mM 
EDTA、10 mM 2-メルカプトエタノールを含む 25 mM Tris-HCl緩衝液（pH 
7.2）でホモジナイズして遠心分離（10,000×g）を行った後、さらに
超遠心分離（105,000×g）を行い粗抽出液を得た。その 30%-60% 硫安
分画を緩衝液 A（0.3 mM EDTA及び 0.5 mM DTTを含む 25 mM リン酸緩
衝液 pH 7.2）に対して透析した後、DEAE-Shephadexカラムクロマト
グラフィー（0-0.4 M NaCl in 緩衝液 Aで溶出）で分画し、70% 硫安









蓄積させた。12週令の雄性 SDラット 50匹から摘出した前立腺 (約 30 
g)を緩衝液 A（25 mM DTT、25 mM プトレシン及び 0.1 mM EDTA を含む
25 mM リン酸塩緩衝液 pH 7.5）でホモジナイズし、超遠心分離（105,000
×g）を行い粗抽出液を得た。その 35-65% 硫安分画を緩衝液 Aに対し
て透析した後、DEAE-Sephadexカラムクロマトグラフィ （ー0-0.3 M NaCl 
を含む 緩衝液 Aで溶出）で分画し、70% 硫安で濃縮した。さらに、緩
衝液 B（2.5 mM プトレシン、2.5 mM DTT 及び 0.1 mM EDTA を含む 10 mM 
Tris-HCl緩衝液 pH 7.5）で透析後、MGBG-Sepharoseアフィニティー
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Hibasami及び Peggらの方法に従って測定した[64]。反応液は、10 µM 
deAdoMet、1 mM プトレシン、5 mM DTT、0.75 mg/ml bovine serum albumin




 [carboxy-14C]AdoMetを基質として測定した[63]。反応液は 1.25 mM 
DTT、3 mM プトレシン、200 µM [carboxy-14C]AdoMet（57 mCi/mmol）
を含む 50 mM リン酸ナトリウム緩衝液（pH 7.5）からなる溶液を用い
た。Fig. 25の実験においては、50 mM リン酸ナトリウム緩衝液（pH 7.4）
の代わりに 50 mM リン酸ナトリウム緩衝液（pH 6.8）を用いた。 
 
タンパク定量 




 精製した酵素に 6 M 塩酸グアニジン、21 mM DTT、10 mM EDTAを含
む 500 mM Tris-HCl緩衝液（pH 8.5）を加え、サンプルチューブ内の
空気を窒素ガスで置換し、室温で 2時間変性・還元した。その後、IAA
溶液を最終濃度が 45 mMとなるように反応液に加えた。カルボキシメ






還元カルボキシメチル化した酵素溶液を、1 mM EDTA 及び 5% アセト





























100 µlの酵素溶液に、8 M 塩酸グアニジン及び 1.33 mM TCEPを含
む 0.1 M リン酸緩衝液（pH 8.0）300 µlを加え、よく攪拌した。その
後、0.01 M NTCBを含む 10 mM Tris-HCl緩衝液（pH 7.5）と 8 M塩酸
グアニジンを含む 0.1 M リン酸緩衝液（pH 8.0）の 1:3の混液を 44.3 
µl加え、37℃、30分間インキュベートし、3 M 水酸化ナトリウム水溶





を含む 20 mM リン酸ナトリウム緩衝液 100 µlに再溶解した。溶液を
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ジスルフィド結合の有無の確認 
 精製した AdoMetDCを 21 mM DTT の存在下または非存在下で、6 M 塩
酸グアニジン、10 mM EDTAを含む 500 mM Tris-HCl 緩衝液（pH 8.5）
を加えてサンプルチューブ内の空気を窒素ガスで置換し、室温で 2時
間インキュベートした。その後、IAA溶液を最終濃度が 45 mMとなる
ように反応液に加え、カルボキシメチル化反応を 1 時間行った。 
 
O-メチルイソウレアによる消化ペプチドの修飾 
 AdoMetDCをリジルエンドペプチダーゼ消化した後、2 M O-メチルイ




カラムは TOSOH TSKgel ODS120Tカラム（4.6 mm i.d.×250 mm）、溶
離液は 0.1% TFAを含む 5% アセトニトリル溶液（溶液 A）と 0.1% TFA
を含む 80% アセトニトリル溶液（溶液 B）を用いた。流速は 1.0 ml/min
で、検出は 220 nmで行い、90分で溶離液 Bの割合が 0%から 75%にな
るような Aと Bのリニアグラジエントで溶出した。気相シークエンサ
ーで分析したペプチドについては、さらに TOSOH TSK gel Octyl 80Ts 
カラム(4.6 mm i.d.×150 mm)により逆相 HPLCを用い、45分で Bの割




スイッチング法を用いた。分離カラムは Vydac218TP51（1 mm i.d.×
250 mm）、吸着カラムは Inertsil ODS-3（4 mm i.d.×10 mm）を用い
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た。検出はマイクロフローセル（0.6 µl）を用いて 220 nmで行い、0.1% 
TFAを含む 5% アセトニトリルを吸着カラムに 1.0 ml/minの流速で流





 第二章及び第三章の実験で MALDI-TOF MSを行った際、タンパク質及
びペプチドはZipTipC4またはZipTipC18により前処理を行った。0.1% TFA





による測定を行った。マトリックスとしては DHB 10 mg/ml水溶液また




用いた insulin B、angiotensin I、cytochrome C及び apomyoglobin を
用いてキャリブレーションした。MALDI-PSD分析は AXIMA-CFR
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